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puvodem z Brassica napus

CBF faktor C-repeat-binding factor

CCE doména cryptochrome C-terminal extension doména
Col Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. ekotyp Columbia
COP1 constitutive photomorphogenesis 1 protein
COR geny cold-related geny

CRY kryptochrom

cryl-1 recesivni mutant v genu CRY/

CRYI-ovx transgenni rostliny nadmeérné exprimujici CRY'1
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D tma
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FADH- flavosemichinon

FADx FAD v oxidovaném stavu
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LOV kelch protein 2
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kyselina 2-(N-morfolino)-ethansulfonova
Murashige a Skoog médium
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fototropin (phototropin)

photolyase-related doména
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1 UVOD

Rostliny jsou stejn€ jako jiné organismy ovlivilovany podminkami okolniho prostiedi.
Pokud jsou podminky pro rast a vyvoj rostliny nepfiznivé, rostlina je ve stresu. Stresové
faktory mohou byt jak biotické, tak abiotické. Mezi abiotické stresy patii naptiklad pfili§
nizkd nebo vysoka teplota, pfilisSné i nedostate¢né osvétleni, prebytek nebo nedostatek
vody ¢i zasoleni. Jelikoz jsou rostliny organismy sesilni a nemohou stresovym faktorim

uniknout, musi se jim pfizpusobit.

Svétlo hraje zésadni roli v zivoté rostlin. Neslouzi pouze jako zdroj energie pii fotosyntéze,
ale rovnéz jako signal uplatiiujici se pfi morfogenezi. Diky témto signalnim drahdm se
rostliny dokazou prizpisobovat meénicim se svételnym podminkam prostiednictvim
fotomorfogeneze a skotomorfogeneze. Pro pfijem svételného signalu rostliny vyuzivaji
fotoreceptory. Fotoreceptory jsou specializované pro vnimani svétla rozlicné vinové délky:
Cervené¢ svétlo a dlouhovinné cervené svétlo vnimaji fytochromy, modré svétlo
a ultrafialové zafeni A vnimaji kryptochromy, fototropiny a receptory patfici do skupiny

ZTL / FKF1 / LKP2 a ultrafialové zareni B vnima fotoreceptor UVRS.

Sucho a zasoleni (salinita) pudy patii mezi nejzavaznéjsi problémy v zeméd€lstvi po celém
svété. Salinita pudy je zpusobena vyssi koncentraci iontd, ke které dochazi pfirozené (napf.
mortské pobrezi), ale i Cinnosti clovéka — posypové soli ¢i nevhodné hnojeni. Mezirocné se
zasolovani zemédé€lskych pad zvySuje o 10 %. Predpoklada se, ze do roku 2050 bude
polovina orné pudy ovlivnéna zasolenim. Zasoleni zptusobuje osmoticky stres, a tim kofeny

rostlin ztraci schopnost pfijimat vodu a ionty. Dochazi tak ke snizovani vynosi plodin.

Jednou z moznosti, jak porozumét mechanismiim, kterymi rostliny zvladaji abioticky stres
vCetné zasoleni, je studium fotoreceptorti a jejich tlohy v citlivosti rostlin na stresové
podminky. Tato poznani pak mohou vést k dosazeni dlouhodobé udrzitelného zemédélstvi

a ke zvySeni vynosu plodin.



2 CILE PRACE

Cilem bakalatské prace bylo vypracovat literarni reSersi tykajici se problematiky kli¢eni
semen a rustu rostlin v zavislosti na svételnych podminkach, svételnych drah a odpovedi

rostlin na abiotické stresy.

V experimentalni Casti prace bylo cilem analyzovat vliv receptori modrého svétla na
citlivost rostlin  Arabidopsis  k osmotickému  stresu indukovaného manitolem
prostfednictvim studia kliCeni semen a rustu rostlin fotomorfogennich mutantd cryl-1I

acry2-1.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Kliceni a rust rostliny

Na pocatku celého zivotniho cyklu rostliny je semeno. Hlavni roli semene je ochrana
embrya a zaroven spravné nacasovani kli¢eni na zakladé environmentalnich podminek tak,
aby rostlina byla schopna dokoncit zivotni cyklus (Carrera-Castafio et al., 2020). Vyvoj
semene u rostliny Arabidopsis thaliana 1ze rozdélit do tii fazi. Po dvojitém oplozeni
v zarode¢ném vaku nastava ¢asna morfogeneze a fadou bunécnych déleni dostava embryo
zakladni podobu rostliny. V prvni fazi vyvoje je v semeni nizky obsah lipidu, ale zato se
akumuluje potfebné mnozstvi Skrobu. Ve druhé fazi (fazi zrani) prudce vzrusta hmotnost
susiny. Akumuluje se velké mnozstvi zasobnich oleji a proteint, ke konci druhé faze
mohou tyto latky predstavovat az 40 % suSiny. Ve treti fazi (fazi pozdniho zrani) dochézi
ke ztrat€¢ vody. Toto je nutné pro zachovani zivotnosti semene béhem obdobi dormance ¢i
tzv. quiescence (Baud, 2002). Zralé semeno je suché a nazyva se tzv. quiescentni. Takové
semeno ma nizky obsah vlhkosti (5—15 %) a jeho metabolicka aktivita je téméf nulova.

V tomto stavu dokéaze semeno pretrvat i po dobu nékolika let.

Kliceni zacind pfijmem vody (imbibice) suchym semenem, coz vede k aktivaci
metabolickych drah a ke konefnému proraZzeni semennych obald (af uz se jedna
o endosperm, perisperm, testu i perikarp) prodluzujicim se korinkem (radikulou). Kliceni
je tedy proces od ptijmu vody po prorazeni semennych obald. Samotné kliceni 1ze rozdélit
do tfi fazi. V prvni fazi probihd jiz zmifiovany piijem vody. Ve druhé fazi se aktivuje
metabolicka aktivita a respirace. Béhem par hodin po hydrataci zacina transkripce genu
potiebnych pii kliCeni a jejich translace do proteint. Ve tieti fazi dochazi k obnoveni
piijmu vody v dasledku snizeni vodniho potencialu. Zaroven se mobilizuji zasobni latky

(Bewley et al., 2012; Taiz et al., 2015).

Kli¢eni rostliny je ovliviiovano mnoha faktory, mezi které patii napiiklad mnozstvi vody,
teplota, intenzita osvétleni, koncentrace anionti v pudé (nitraty a nitrity) ¢i dostupnost
zivin (Taiz et al., 2015; Carrera-Castaifio et al., 2020). Déle se na regulaci kliceni podileji
rostlinné hormony jako kyselina abscisova (ABA), gibereliny, ethylen, auxin, cytokininy ¢i
brassinosteroidy. ABA klieni ovliviiuje negativné, napf. koncentrace 1-10 pmol-I" ABA

dokaze inhibovat klieni u Arabidopsis. Inhibice je zplisobena zpomalovanim prodluzovani
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radikuly, oslabovanim endospermu ¢i zvySenim exprese transkripCnich faktord, které
nepiiznivé ovliviiuji kli¢eni. Naopak gibereliny, ethylen, cytokininy a brassinosteroidy
pusobi jako antagonisti vii¢i ABA, a tim pozitivné pusobi na kli¢eni. Gibereliny mohou
ukoncit dormanci semene, aktivovat endosperm ¢i se podileji na ristu embrya. Aby
embryo mohlo Cerpat zasobni latky z endospermu, musi dojit kjeho hydrolytickému
rozkladani. Gibereliny stimuluji syntézu hydrolaz jako je napt. a-amylaza, B-glukanaza ¢i
proteazy. Brassinosteroidy a auxin stimuluji produkci ethylenu. Gibereliny,
brassinosteroidy a ethylen mohou indukovat kli€eni naruSenim testy a endospermu,
pfi¢emz inhibyji u¢inky ABA. Samotny auxin se na kli¢eni pfili§ nepodili, nicméné ve
spolupraci s gibereliny a ethylenem muze kliCeni ovliviiovat. Cytokininy mimo jiné
kontroluji velikost semene, vCetné rustu embrya, endospermu a osemeni (Miransari et

Smith, 2014).

3.2 Rostliny a stresové faktory

Rostliny ziji v neustale se ménicich podminkach. Podminky, které rostlindm umoziu;ji
dosahnout maximalni rastovy (vyska a vaha) a reproduk¢ni (mnozstvi semen) potencial, se
oznacuji jako ideéalni. Naopak negativni environmentéalni vlivy, které rostliny zavaznym
zpusobem ohrozuji, se nazyvaji stresové faktory (stresory). Stav, ve kterém se rostliny
nachazi pod vlivem stresort, se poté oznaCuje jako stres. Zvladani stresu rostlin
komplikuje i jejich pfisedly zpusob Zzivota, kdy rostliny nemohou pfed stresory uniknout

(Prochéazka et al., 1998; Taiz et al., 2015)

Stresové faktory 1ze rozdélit biotické a abiotické. Bioticky stres je zptisobeny negativnimi
interakcemi dalSich zivych organismua s rostlinou. Mezi tyto organismy patii napfiklad
bakterie, viry, houby, hmyz, hlistice ¢i dokonce jiné rostliny (plevele). Abioticky stres
zahrnuje jak fyzikalni, tak chemické faktory. Mezi tyto faktory patii napiiklad nadmérna
nebo nedostateCna intenzita osvétleni, extrémni teplota (horko, chlad, mraz), nedostatek ci

nadbytek vody, zasoleni, nedostatek zivin nebo pfitomnost toxickych latek (Taiz et al.,

2015; Zhu, 2016; Gull et al., 2019).

Schopnost rostlin tolerovat stres zavisi na intenzité stresu, dob€, mnozstvi a kombinaci
pusobeni stresovych faktori a rovnéz na konkrétnim organu, typu pletiva, genotypu

a stadiu vyvoje rostliny, na ktery stresor puasobi (Gaspar et al., 2002).



Pokud se odpovéd individuélni rostliny na stres (tj. morfologické a fyziologické zmény)
s opakovanym pusobenim danych stresor na rostlinu zlepSuje, poté hovoiime
o aklimatizaci. V tomto pfipadé se neméni geneticky kod, exprese specifickych gena se
déje pomoci epigenetickych mechanismi. Zmeény jsou zpravidla vratné. Pokud dojde
k fixaci genetickych zmén v celé populaci a jsou dédény napfi¢ generacemi, hovofime

o adaptaci. Adaptace je vysledkem piirozeného vybéru (Taiz et al., 2015).

3.2.10dpovéd’ rostlin na abioticky stres

Primarni odpovédi rostlin na stres je exprese specifickych stresem-indukovanych proteint.
Tyto proteiny lze rozdélit do dvou skupin. Do prvni skupiny patfi proteiny, které se piimo
podili na ochrané rostliny viici danému stresu. Jedna se zejména o proteiny zabranujici
dehydrataci rostlinné buiiky, chaperony, detoxifikatni enzymy apod. Do druhé skupiny
patii proteiny regulujici genovou expresi a transdukci signal. V tomto piipadé se jedna
o transkripni faktory ¢i proteinkindzy. Poté nasleduji specifické biochemické
a fyziologické reakce (Hirt er Shinozaki, 2004).

Zareni

Rostliny mohou byt stresovany jak nedostatkem, tak i nadbytkem svételného zateni. Na
nedostatek svétla rostliny vétSinou reaguji zvySovanim mnozstvi svetlosbérného
komplexu II (LHCII, light-harvesting complex II) ve fotosystému II (PSII), zvétSovanim
anténniho komplexu ¢i zvySovanim poctu reakCnich center v PSII. Tim se zlepsi
zachytavani zafeni a prenos energie. Pokud jsou rostliny adaptované na stin vystaveny
prilisSnému zafeni, dochazi k pretizeni systému reakci sekundarni faze fotosyntézy
nadbyteCnou sluneCni energii. Misto toho, aby se energie spotiebovavala na syntézu
sacharidi, dochazi k syntéze reaktivnich forem kysliku (ROS), které mohou poskodit
bunky (Taiz et al., 2015).

Teplota

Vysoka teplota je jednim z hlavnich abiotickych stresovych faktort, ktery ovliviiuje rist,
metabolismus 1 vynosnost rostlin po celém svété. Toleranci rostlin k vysoké teploté
ovliviiuje nejen délka pusobeni teploty a jeji stupen, ale zavisi i na druhu rostliny
(Hasanuzzaman et al., 2013). Teplota mize ovlivnit strukturu biomakromolekul jako je
DNA, RNA nebo proteiny, coz vede ke zméné jejich aktivity ¢i funkce. Teplota také

ovliviiuje tekutost membrany a muze ovlivnit aktivitu proteinii s membranou asociovanych
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(Vu et al., 2019). Pti vysokych teplotach je dulezita role tzv. heat shock proteind (HSPs).
Vysoka teplota negativné ovliviiuje spravné skladani proteinG. HSPs tyto Spatné
poskladané proteiny detekuji, ¢imz umoziuji zahajeni dalSich opravnych mechanismu

(Lamers et al., 2020).

Chlad ¢i mraz je pro rostliny velkym rizikem. Nizké teploty zptsobuji rychlé tuhnuti
lipidové dvojvrstvy v membranach, zpomalovani enzymatickych reakci ¢i pozdéji
nerovnovahu fotosyntézy, respirace a hromadéni toxickych latek v burice. DalSim
problémem je vytvareni ledovych krystald v burikach, které je mohou vazné poskodit
(Buchanan et al., 2015). U Arabidopsis je do signalni drahy vnimani chladu zapojen CBF
faktor (C-repeat-binding factor) a OST1 (open stomata 1), coz je serin/threonin kinaza
dulezita v signalni draze kyseliny abscisové. OST1 pozitivné reguluje toleranci vici chladu

(Ding et al., 2015).
Sucho, zasoleni a osmoticky stres

Vodni deficit a zasoleni jsou stresové faktory, které mohou vést k dalSimu stresu, a to
osmotickému. Vodni deficit vyvolava zavirani praducht, snizovani turgoru, snizovani
vymény plyntl v listech a snizuje rychlost fotosyntézy. Zasoleni mize mit az cytotoxicky
Uginek, zplisobeny akumulaci iontd, zejména Na™ a CI". Vysoké koncentrace iontl vedou
k denaturaci proteint, inhibici fotosyntézy a dalSich procesti. K inhibici fotosyntézy
dochazi akumulaci Na* v listech. Za normalnich podminek je v rostlinnych burikach
osmoticky tlak vyssi nez v padnim roztoku. Rostliny tento tlak vyuzivaji pro pfijem vody
a zivin korfeny. Pii osmotickém stresu zplisobeném zasolenim je v burikach nizsi osmoticky
tlak neZ v okoli, kofeny ztraci schopnost pfijimat vodu a ionty jako K* a Ca®* (Kader et
Lindberg, 2010). Rostliny mohou reagovat na stres zasolenim tfemi zpusoby. Prvnim
zpusobem je tolerance k osmotickému stresu. Pii slabsi reakci na osmoticky stres
nedochazi k pfilisné redukci rustu listi a omezeni funkce praduchi, nicméné tento zptsob
je vyhodny pouze pfi dostate¢né dostupnosti vody. Druhym zpiisobem je vyluovani Na*
zbungk. To zabrani akumulaci Na* v listech, ktera by vedla k toxickym u&inkdm. Tteti
zplisob zahrnuje toleranci pletiv k naakumulovanym iontim Na* & CI. To vyzaduje
ukladani ionti do apoplastu ¢i vakuoly. Mimo to dochazi k syntéze a akumulaci
kompatibilnich rozpusténych latek, osmolyti. Osmolyty jsou osmoticky aktivni organické
latky, které ovSem nedestabilizuji membrany ¢i nenarusuji enzymatickou aktivitu jako
ionty. Mezi osmolyty patfi napf. prolin ¢i sacharidy (Prochazka er al., 1998; Munns et
Tester, 2008; Carillo et al., 2011; Taiz et al., 2015).
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Nadbytek vody

Opak stresu ze sucha, nadbytek vody, je pro rostliny rovnéz nebezpecny. Zamokieni
snizuje vyménu plyni a snizuje rychlost fotosyntetickych reakci. To obvykle vede
k nedostatku kysliku (hypoxii), snizeni respirace, a tim dochazi k naruseni energetické
rovnovahy. V bunéCnych membranach se za¢ne hromadit ethylen. Prostfednictvim
transkripCnich faktord EIN3 (ethylene-insensitive 3) a EIL1 (ethylene-insensitive 3-like 1),
dochazi k aktivaci adaptivnich reakci, napt. prodluzovani stonku, hyponastii listd ¢i tvorbu

adventivnich kotfent (Sasidharan et Voesenek, 2015; Lamers et al., 2020).

3.3 Svételné signalni drahy

Svétlo je elektromagnetické zafeni, které ma vlnovy i casticovy charakter. Vinova slozka
se sklada z elektrického a magnetického pole, které osciluji v rovinach na sebe kolmych.
Casticovy charakter je piedstavovan fotony. Ty nesou uréitou energii — svételné kvantum.
Elektromagnetické zareni 1ze charakterizovat veli¢inami vlnova délka (A) a frekvence (v).
Frekvence udava pocet kmiti za 1 sekundu. Vlinova délka udava nejmensi vzdalenost dvou
bodt kmitajicich ve stejné fazi, jednotkou je nm (10” m). Cim je kratsi vinova délka, tim

je vyssi energie fotonu (Pavlova, 2005; Taiz et Zeiger, 2010).

Svételné zareni hraje klicovou roli ve vyvoji rostlin. Svétlo neslouzi pouze jako zdroj
energie pii fotosyntéze, kdy rostliny vyuzivaji zafeni ve viditelné Casti spektra (rozmezi
vinové délky 400—700 nm), ale 1 jako signal uplatiiujici se pfi morfogenezi (Pavlova, 2005;
Paik et Huq, 2019). V ptipadé, ze vyvoj rostliny probihd ve tmé (skotomorfogeneze),
dochazi k prodluzovani hypokotylu, vytvati se apikalni hacek, chloroplasty jsou nahrazeny
etioplasty a nejsou pritomné pigmenty chlorofyl a antokyan. Zaroven je utlumena exprese
svétlem regulovanych gend. Déje souvisejici s rustem a vyvojem rostlin za pfitomnosti
svétla se nazyva fotomorfogeneze (viz Obr. 1). Po vystaveni rostliny svétlu dochazi
k deetiolizaci. Prodluzovani hypokotylu je inhibovano, zacina syntéza chlorofylu
a expanze deloznich listki (kotyledontd). Exprese genti regulovana svétlem se zvySuje az

stonasobné (Chory, 1992; Alabadi et al., 2004).
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Obr. 1: Vyvoj rostliny Arabidopsis thaliana v zavislosti na svételnych podminkich. Pfi skotomorfogenezi
(vlevo) dochazi k prodluzovani hypokotylu a rostlina je témét bez pigmentace. Pti fotomorfogenezi (vpravo)
dochazi k expanzi kotyledonii, syntéze chlorofylu a k inhibici prodluzovani hypokotylu (pfevzato
z Montgomery, 2016).

Pro pfijem signald v podobé zafeni rostliny vyuzivaji proteiny reagujici na svétlo,
fotoreceptory. Tyto receptory jsou specializované pro vnimani zafeni o urCité intenzité,
kvalité, sméru a doby pusobeni (Christie et al., 2015). Zaroven dokazou rozlisit
specifickou vlnovou délku, déje se tak diky pfitomnosti prostetické skupiny nebo

chromoforu v podobé tryptofanu (D'Amico-Damido er Carvalho, 2018).

Cervené svétlo (600~700 nm) a dlouhovinné ervené svétlo (far-red light; 700-750 nm)
jsou vnimany fytochromy. Modré svétlo a ultrafialové zareni A (315-500 nm) vnimaji
kryptochromy (CRYSs), fototropiny (PHOTSs) a receptory patiici do skupiny ZTL / FKF1 /
LKP2. Fotoreceptor UVR8 (UV resistance locus 8) pak vnima ultrafialové zafeni B (280—
315 nm) (Christie et al., 2015; D'Amico-Damido et Carvalho, 2018). Piehled zakladniho

rozdéleni fotoreceptort je na Obr. 2.
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Obr. 2: Rozdéleni fotoreceptoru na zakladé absorpénich spekter. UVR8 vnima ultrafialové zafeni B
(UV-B), chromoforem je tryptofan (Trp). Kryptochromy, fototropiny a Zeitlupe (ZTL) vnimaji modré svétlo,
chromofory jsou FAD (flavinadenindinukleotid), MTHF (methenyltetrahydrofolat) nebo FMN
(flavinmononukleoktid). Fytochromy vnimaji ¢ervené svétlo, chromoforem je fytochromobilin (pifevzato
z Tilbrook et al., 2013).

3.3.1Signalni drahy ¢erveného svétla

Fytochromy

Jak jiz bylo feCeno dfive, Cervené svétlo a dlouhovinné cervené svétlo absorbuji
fytochromy. Fytochromy se nevyskytuji pouze u rostlin, ale i u zelenych tas, cyanobakterii
a hub. Fytochromy jsou rozpustné biliproteiny, které u rostlin a zelenych tas tvoii dimery.
Molekulova hmotnost monomeru se pohybuje kolem 120 kDa. K apoproteinu se jakozto
chromofor vaze fytochromobilin, coz je linearni tetrapyrol. Chromofor je syntetizovan
v plastidech, poté migruje do cytoplazmy, kde se vaze na apoprotein. Holoprotein tak tvori
apoprotein a fytochromobilin (Sharrock, 2008; Rockwell er Langarias, 2010; Huché-
Thélier et al., 2016).

Fytochromy existuji ve dvou fotoreverzibilnich formach. Ve tme jsou syntetizovany jako
inaktivni izomery P,, které absorbuji Cervené svétlo. Do aktivni formy Py, absorbujici
dlouhovinné cervené svétlo, jsou prevedeny diky absorpci Cerveného svétla (okolo
660 nm), ale 1 absorpci UV zareni, modrého svétla ¢i dlouhovinného Cerveného svétla.

Zateni o téchto vinovych délkach vsak vykazuje nizs§i u€innost. Tento proces se oznacuje



jako fotokonverze. V duasledku absorpce zafeni o vinové délce 730 nm dojde k navraceni

aktivniho izomeru do puvodni (inaktivni) formy (viz Obr. 3).

R e
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Obr. 3: Fotokonverze fytochromi. Ve tmé syntetizované inaktivni izomery (P,) piechazeji Gc¢inkem

Cervencho svétla (R) do aktivni formy (Py). Aktivni forma ucinkem dlouhovinného Cerveného svétla (FR)
piechazi zpét do formy inaktivni (pfevzato z Sharrock, 2008).

Fotokonverze do aktivni formy fytochromu vede k jeho translokaci do jadra, kde se podili
na regulaci exprese urcitych gend. (Prochazka et al., 1998; Sharrock, 2008; Buchanan et
al., 2015; Huché-Thélier et al., 2016). Jednou z moznosti je potlaceni aktivity proteinu
COP1 (constitutive photomorphogenesis 1). Jedna se o E3 ubiquitin ligdzu, ktera oznacuje
ubiquitinem nékolik fotomorfogenezi podporujicich transkripcnich faktorti pro degradaci.
Dalsim zptasobem je indukce rychlé fosforylace a degradace PIFs (phytochrome-
interacting factors), které spadaji do skupiny transkripénich faktora potlacujicich
fotomorfogenezi. K degradaci fytochromti dochazi po oznaceni proteinem COP1

v 26S proteazomu (Li et al., 2011).

Fytochromy lze rozdélit na fotostabilni a fotolabilni, které na svétle rychle degraduyi.
U rostliny Arabidopsis 1ze najit 5 fytochromt: PHYA, PHYB, PHYC, PHYD a PHYE,
z nichz pouze PHYA je fotolabilni. Tyto fytochromy se skladaji ze stejného chromoforu,

avsak lisi se typem apoproteint (Buchanan ef al., 2015; Huché-Thélier et al., 2016).

Fytochromy lze také rozdélit dle zpasobu aktivity, které vedou k jedné ze tii moznych
odpovédi. Prvni moznosti jsou reakce k vysokému ozareni (high-irradiance responses;
HIRs). HIRs zodpovidaji za deetiolizaci (napf. inhibice prodluzovani hypokotylu ¢i
stimulace rozsifovani kotyledonu). Dalsim zptisobem jsou reakce k nizkému ozafeni (low-
fluence responses; LFRs). LFRs se podileji na zménach iontového toku, pohybu lista,
otaCeni chlorofylu ¢i genové exprese. Posledni moznosti jsou reakce k velmi nizkému
ozafeni (very-low-fluence responses; VLFRs). VLFRs se ucastni indukce kli¢eni nebo

exprese genu LHCB (light-harvesting chlorophyll a/b-binding protein) (Li et al., 2011).
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3.3.2 Signalni drahy modrého svétla

Kryptochromy

Kryptochromy byly prvni receptory modrého svétla analyzované na molekularni Grovni.
Stalo se tak izolaci genu HY4, ktery se nachazi u Arabidopsis a koduje kryptochrom CRY 1
(viz dale) (Ahmad et Cashmore, 1993; Bruggemann et al., 1998; Christie et al., 2015).
Vétsina rostlinnych kryptochroma jsou proteiny, jejichz hmotnost se pohybuje mezi 70—
80 kDa. U téchto proteint se na N-konci vyskytuje PHR doména (photolyase-related). Tato
doména vykazuje znacnou homologii s prokaryotni fotolyazou, coz je enzym, ktery se
ucastni opravy pyrimidinovych dimerd v DNA zpasobenych UV zafenim. Nicméné
kryptochromy fotolydzovou aktivitu nemaji. Na C-konci se nachazi CCE doména
(cryptochrome C-terminal extension). PHR doména vaze dva typy chromofort (chromofor
je molekula absorbujici svétlo)), MTHF (methenyltetrahydrofolat) nebo FAD
(flavinadenindinukleotid) (Cashmore et al., 1999; Lin, 2002; Lin et Shalitin, 2003; Taiz et
al., 2015; Mishra et Khurana, 2017; Amico-Damido et Carvalho, 2018). Struktura

kryptochromu je znazornéna na Obr. 4.

NH- - PHR doména CCE domeéna |- COOH

Obr. 4: Struktura kryptochromu. Na N-konci se¢ nachazi PHR doména, kterd vaze chromofory MTHF
(methenyltetrahydrofoldt) nebo FAD (flavinadenindinukleotid). Na C-konci se nachizi CCE doména
(upraveno podle Yang et al., 2017).

Po absorpci modrého svétla se elektron z molekuly chromoforu MTHF dostava do
excitovaného stavu, ¢imz v podstaté fotoreceptor aktivuje (proces fotoexcitace).
Chromofor MTHF prenasi takto ziskanou energii na chromofor FAD. FAD se ve tmé
nachazi v oxidovaném stavu (FAD.x), po ozafeni modrym svétlem prechdzi do CasteCné
redukovaného stavu FADH- (flavosemichinon), jednd se o volny radikal. Tyto redoxni
zmény v chromoforu vedou ke konformacni zméné PHR domény na N-konci a CCE
domény na C-konci. Za tmy se tyto domény nachazeji v inaktivni (uzaviené) formé. Modré

svétlo zpusobi fosforylaci CCE domény, coz vede k otevieni struktury a odhaleni aktivniho
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mista. Fosforylace a defosforylace vedou k transdukci signalu a nasledné reakci (Cashmore

et al., 1999; Taiz et al., 2015; Mishra et Khurana, 2017).

U Arabidopsis byly identifikovany tfi kryptochromy: CRY1, CRY2 a CRYS3.
Kryptochromy CRY1 a CRY2 jsou lokalizovany prevazné v jadie, zatimco CRY3 se
nachazi v chloroplastech a mitochondriich. Vzhledem k tomu, ze kryptochromy se
nachazeji mimo jiné i u bakterii, existuje hypotéza, ze geny CRYI a CRY2 maji puvod
v endosymbiontickém predkovi souCasnych alfaproteobakterii a gen CRY3 v predkovi
soucasnych cyanobakterii (Cashmore et al., 1999; Kleine et al., 2003; Amico-Damido et
Carvalho, 2018). Kryptochromy CRY1 a CRY2 se ucastni celé fady regulacnich procesu.
Jedna se zejména o regulaci fotomorfogeneze, cirkadiannich rytmu, otevirani stomat
avyvoji sveracich bunék, vyvoji kofent, odpovédi vuci virovym ¢i bakterialnim
patogenim, odpovédi k abiotickému stresu ¢i regulaci bunécného cyklu. CRY1 hraje
hlavni roli v regulaci fotomorfogeneze, zahrnujici napf. inhibici prodluzovani hypokotylu,
akumulaci antokyant, rozvijeni kotyledonu ¢i vyvoji chloroplasti. CRY2 se ucastni
zejména regulace fotoperiodicity souvisejici s kvetenim (Yu et al., 2010; Amico-Damido et
Carvalho, 2018). CRY3 se pravdépodobné podili na opravé UV zafenim poskozené
jednovlaknové DNA (Pokorny et al., 2008).

Fototropiny

Fototropiny jsou receptory o molekulové hmotnosti 120 kDa asociované s plazmatickou
membranou. V oblasti C-konce fototropinu se nachdzi serin / threonin kinaza, ktera
podléha aktivaci svétlem. V oblasti N-konce jsou pifitomné dvé LOV domény (light,
oxygen or voltage; doména regulovana svétlem, kyslikem nebo napétim), LOV1 a LOV2.
Serin / threonin kindzu a LOV domény koduje u Arabidopsis gen NPHI (nonphototropic
hypocotyl 1) (Huala et al., 1997; Taiz et al., 2015). LOV domény jsou tvoreny piiblizné
110 aminokyselinami a skladaji se z péti antiparalelnich B-skladanych lista (AP, BB, GB,
Hp a IB) a ze Ctyt a-helixti (Co, Do, Ea a Fo). Mezi tyto strukturni elementy se ve tmé jako
chromofor nekovalentné vaze flavinmononukleotid, FMN. Po ozafeni modrym svétlem se
molekula FMN kovalentné navaze na cysteinovy zbytek LOV domén. Tato reakce je
vratnd pii obnoveni temnostnich podminek. Pfedpoklada se, ze za tmy je N-konec (tedy
oblast s LOV doménami) v inaktivni (uzaviené) konformaci s C-koncem (oblast se
serin / threonin kinazou), a tim potlacuje kindzovou aktivitu. (Herrou et Crosson, 2011;
Christie et al., 2015; Taiz et al., 2015). Absorpci modrého svétla LOV2 doménou dojde ke
konformacéni zméné, v€etné zmény struktury zvané Ja-helix (proteinovy region v blizkosti
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LOV2 domény). Tyto strukturni zmeény vedou k odkryti aktivniho mista kinazy a navazani
ATP. Tim dojde k autofosforylaci n€kolika serinovych zbytki. Aktivace fototropinové
kinazy umoziuje transdukci signalt a naslednou odpoveéd’ (Pfeifer ef al., 2010; Christie et

al., 2015; Taiz et al., 2015). Struktura fototropinu je znazornéna na Obr. 5.

FMN FMN

NI, - LOVI LOV2 Ja S/Tkinaza |- COOI

Obr. 5: Struktura fototropinu. V oblasti C-konce fototropinu se nachdzi serin / threonin kindza. V oblasti
N-konce jsou ptitomné dvé LOV domény, LOV1 a LOV2. Na LOV domény se¢ jako chromofor vaze
flavinmononukleotid (FMN). V blizkosti LOV2 se nachazi struktura Jo-helix (upraveno podle Christie,
2007).

U rostliny Arabidopsis jsou znamé dva fototropiny, fototropin 1 (PHOT1) a fototropin 2
(PHOT2) (Takemiya et al., 2005). PHOT1 se za tmy nachdzi v oblasti plazmatické
membrany, ale po interakci s modrym svétlem se presouva do cytoplazmy. Fototropin
PHOT?2 je rovnéz za tmy lokalizovan u plazmatické membrany, ale v tomto pfipad€ modré
svétlo indukuje jeho asociaci s Golgiho aparatem. Exprese PHOT]1 je vysoka v burikach
apikalniho hacku (zahnuta horni ¢ast stonku kli¢icich rostlin), v prodluzovaci zoné€ kotene
etiolizovanych rostlin a rovnéz v epidermalnich burikach listu, mezofylovych butikach ¢i

svéracich bunkach (Sakamoto er Briggs, 2002; Kong et al., 2006; Kong et Nagatani, 2008).

Fototropiny se podileji na regulaci fototropismu (Christie et al., 1999). Fototropismus je
jednim z pohybt rostlin, kdy dochazi k ohybu na zakladé jednostranného ptsobeni svétla.
V piipad€é pozitivniho fototropismu dochazi k ohybu (napf. stonku) smérem ke svétlu,
u negativniho fototropismu dochazi k odvraceni (napf. kofent) od zdroje svételného zafeni
(Prochazka et al., 1998; Sakamoto et Briggs, 2002). Timto zpisobem lze v prostiedi
s nizkym osvétlenim optimalizovat zachyceni svétla listy, a tim zvysit fotosyntetickou

aktivitu rostliny (Fankhauser et Christie, 2015).

Fotoreceptory PHOT1 i PHOT?2 se také podileji na regulaci otevirani stomat (praducht).
Praduchy jsou tvofeny svéracimi bunkami, mezi nimiz je Sté€rbina. Velikost stérbiny, ktera
je ovlivnéna zménami turgoru svéracich bunék, hraje roli pii vymeéné plyna (CO,) mezi

rostlinou a okolim, a tim dochazi i1 k regulaci transpirace. V reakci na svétlo dochazi ke
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zvySeni koncentrace soli ve svéracich burikach, buriky nasavaji vodu, méni se jejich tvar
a praduchova §térbina se otevie. Modré svétlo indukuje fosforylaci membranové protonové
ATPéazy a dochazi ke zvySeni gradientu negativniho elektrického potencialu. Tento
gradient elektrického potencialu piisobi na napé&tim-fizeny K* kanal, coz vede k akumulaci
draselnych iont uvnitt svéracich bunék, coz vede v dusledku k otevieni priduchu. Jelikoz
jsou fototropiny svétlem ovladané proteinové kindzy, je pravdépodobné, Zze jsou
zodpovédné za svétlem-indukovanou fosforylaci protonové ATPazy (Kinoshita er al.,

2001; Lin, 2002; Daszkowska-Golec et Szarejko, 2013).

Rostliny dok4dzou na zékladé meénicich se svételnych podminek ménit vnitrobunécné
rozmisténi chloroplasti v listech. Pfi nizkém ozafeni modrym svétlem se chloroplasty
akumuluji na spodni a horni strané stény bunék listového palisadového parenchymu, coz
umoziiuje maximalizovat fotosyntetické procesy (akumulacni reakce). V ptipadé vysoké
intenzity zafeni se naopak chloroplasty pfesouvaji na bo¢ni strany bunécné stény (paralelné
se zafenim), minimalizuje se tak posSkozeni fotosyntetického aparatu (vyhybava reakce).
Hlavni roli ve vyhybavé reakci hraje PHOT2. Akumulacni reakce se ucastni oba

fototropiny, ackoliv PHOT2 vykazuje nizsi citlivost (Goh, 2009; Taiz et al., 2015).
Skupina fotoreceptoru ZTL / FKF1 / LKP2

Dalsim typem fotoreceptord vnimajici UV-A zafeni a modré svétlo jsou receptory patiici
do skupiny Zeitlupe (ZTL) / flavin-binding kelch repeat F box protein (FKF1) / LOV kelch
protein 2 (LKP2) (Suetsugu er Wada, 2012). Stejn¢ jako fototropiny tyto receptory vazou
flavinmononukleoktid (FMN) jakozto chromofor. Skladaji se ze tfi domén: LOV domény,
F-boxu na N-konci a proteinového motivu kelch na C-konci. LOV doména nekovalentné
vaze chromofor FMN. F-box interaguje s ubikvitinanim komplexem E2-E3, coz vede
k proteinové degradaci. Motiv kelch se sklada z Sesti tandemovych repetic utvarejici -
helix. Ozafeni modrym svétlem vede ke konformacni zméné, ¢imz dojde k autofosforylaci
fotoreceptoru, a tim k indukci signalizace (Christie er al., 1999; Imaizumi et al., 2003;
Huché-Thélier et al., 2016). Tato skupina fotoreceptort hraje hlavni roli v regulaci
cirkadialniho rytmu, tedy asi 24hodinové periody, kdy rostliny musi reagovat na

pravidelné se ménici svételné a teplotni podminky (Schultz, 2005).
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3.3.3Fotoreceptory a kliceni

Svétlo je jednim z hlavnich faktort, které ovliviluje kliceni. To je zejména dulezité pfi
pokryti semen pudou. Semena lze rozdélit podle toho, jaka je rychlost jejich kliceni
v zavislosti na svételnych podminkach. Pokud ma svétlo pozitivni vliv na kli¢eni rostlin,
oznacujeme takové druhy jako kladné fotoblastické. Pokud naopak svétlo kliceni inhibuje,

oznacuje tyto rostliny jako zaporné fotoblastické (Prochazka et al., 1998).

Z fotoreceptorti se na regulaci kliceni podileji prevazné fytochromy, tedy receptory pro
Cervené svétlo. U Arabidopsis je Cervené svétlo nezbytné pro aktivaci fytochromd, a tim
i pro zahajeni kliceni. Fytochromy podporuji syntézu giberelini a také snizuji inhibicni
ucinky kyseliny abscisové. Z fytochromt hraji hlavni roli PHYA a PHYB. Exprese PHYA
v suchych semenech je velmi nizka, zatimco PHYB se exprimuji hojné. Z toho vyplyva, ze
PHYB je nejdilezitéjsi z fotoreceptort, které se podileji na iniciaci kli¢eni (Paik er Hugq,
2019). S fytochromy interaguji transkripéni faktory PIFs. Tyto faktory potlacuji reakce
rostlin ke svétlu. U Arabidopsis hraji roli zeyména faktory PIF1 a PIF8. Tyto faktory
funguji jako represory kli¢eni v temnu, pficemz PIF1 tak pusobi diky inhibici signalni
drahy giberelint. Jak jiz bylo feCeno diive, fytochomy se po ozafeni translokuji do jadra.
Tam probiha degradace faktori PIF1 a PIFS8, tim se zmirni jejich represivni ucinky
a semeno muze kli¢it (Leviar et Quail, 2011; Pham er al., 2018; Legris et al., 2019;
Kathare ef Huq, 2021; Oh et al., 2020).

3.3.4Fotoreceptory a abioticky stres

Vzhledem k rozsahlym regula¢nim mechanismim, které souviseji s funkci fotoreceptorti,
je zfejmé, ze pravé svételné signaly budou hrat roli v reakci rostlin na abioticky stres.
Nasleduyjici kapitoly budou vénovany kryptochromim (CRYs; fotoreceptory pro modré

svétlo) a fytochromim (PHYs; fotoreceptory pro Cervené svétlo).
Sucho

Sucho je jednim z hlavnich abiotickych stresovych faktora (Prochazka et al., 1998). Jiz
diiveéjsi studie prokazaly, ze kryptochromy hraji roli v reakci rostlin Arabidopsis vici
suchu, a to prostiednictvim regulace otevirani stomat. Po vice nez tydnu bez zavlazovani
vykazovali dvojiti mutanti crylcry2 vyssi odolnost vici suchu nez wild-type (WT).
Nicméné transgenni rostliny CRYI-ovx, které nadmérné exprimuji CRY1, vykazovaly

vyssi ztraty vody. Délo se tak v dusledku zvySeného otevirani praduchd. Na tento jev méla
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pravdépodobné vliv interakce kryptochrom s proteinem COP1 (constitutive
photomorphogenesis 1), ktery otevirani pruducha potlacuje (Mao et al., 2005). Presny
mechanismus regulace ztraty vody kryptochromy neni znam, na regulaci se podileji dalsi
faktory vCetné hormonu (pfevazné kyselina abscisova) (Saradadevi et al., 2017; D'Amico-

Damido et Carvalho, 2018).

Roli v toleranci sucha hraji také fytochromy PHYB (Junior ef al., 2021). Ukazalo se, ze
u mutantd PHYB Arabidopsis doslo ke zméné kontroly transpirace. U téchto mutanti byla
za stresu suchem pozorovana snizena vodivost v pruduchach v porovnani s WT, coz mohlo
souviset s indukci syntézy kyseliny abscisové. Nicméné bylo také zjist€no, ze u mutantt
PHYB doslo ke snizeni hustoty praduchi, coz vedlo ke snizeni transpirace, a tim i sniZeni
ptijmu CO,. Nizka hladina CO, v rostlinach muze vést k syntéze skodlivych reaktivnich
forem kysliku (ROS) (Boccalandro et al., 2009; Boggs et al., 2010; Gonzélez et al., 2012;
Junior et al., 2021).

Intenzivni zareni

Kryptochromy se rovnéz podileji na ochrané rostlin pred pfili§ intenzivnim zafeni. D&je se
tak naptiklad diky akumulaci antokyanu. Bylo zjisténo, Ze se mutantni alely v oblasti CCE
domény CRYI podileji na regulaci hladiny antokyant (El-Esawi et al., 2017). Navic se
zvySenou expresi genu CRYla vrajCeti (Solanum lycopersicum L.) rostla akumulace
antokyanu v listech. Tato studie ukazala, ze akumulace antokyanu souvisela s rozdilem
ptitomného mnozstvi mRNA a proteinu transkripniho faktoru HYS (long hypocotyl 5),
ktery interferuje s promotory geni pro biosyntézu antokyanu (Liu er al., 2018).
Podobnych vysledki dosahla studie s CRY2 (Giliberto er al, 2005). Dalsi studie
poukézaly na roli CRY v ostatnich reakcich na intenzivni zafeni jako je napt. regulace
redoxni rovnovahy elektronového transportu pii fotosyntéze (D'Amico-Damido et

Carvalho, 2018).

I fytochromy se pravdépodobné tcastni zmiriovani G€inka stresu zplisobeného piiliSnou
intenzitou ozafeni. Pfi studiu mutantd PIF1 u Arabidopsis bylo zjisténo, ze tito mutanti
vykazuji zvySenou akumulaci chlorofylu, zatimco u mutantd PHYB byl zaznamenan jeji
pokles. PIF1 tedy negativné reguluje biosyntézu chlorofylu. Navic PIF4 a PIF5 negativné
reguluji syntézu dalsSiho pigmentu, antokyanu. Tim se pfedchazi tvorbé€ ROS (Huq e al.,
2004; Liu et al., 2015; Junior et al., 2021).
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Teplota

Jak jiz bylo feCeno, na zvladani stresu zpusobeného vysokou teplotou se podili HSP
proteiny (Lamers et al., 2020). Exprese téchto proteint je siln€ regulovana kryptochromy,
z ¢ehoz vyplyva, ze se tyto fotoreceptory podileji na reakcich spojenych s vysokou
teplotou (Yang et al., 2008). Bylo prokazano, ze CRY1 pro zvySeni tolerance vici horku
potlacuje biosyntézu auxinu, coz vede k morfologickym zménam rostlin Arabidopsis
(D'Amico-Damido et Carvalho, 2018). Navic CRY pfi zvySené teploté interaguje
s nékterymi promotory zavislych na PIF4, ktery je dilezitou soucasti transdukce signalu
z modrého svétla (Ma et al., 2016). Na reakci Arabidopsis vaci chladu se podili HYS,
COP1 a Z-box. Z-box je regulacni cis-element, lokalizovany v promotoru odpovidajicich
gentl, jako je napf. HYS transkripcni faktor (Catala er al., 2011; D'Amico-Damido et
Carvalho, 2018).

Jiz na zakladé skuteCnosti, ze fytochromy mohou prerusit dormanci semen, ktera byla
vyvolana chladem, 1ze oCekavat, ze budou hrat roli v reakci rostlin na zvySenou ¢i naopak
snizenou teplotu (Donohue et al., 2008). PHYB se podili na vnimani teploty
prostfednictvim na teple zavislé fotokonverze z aktivni formy P do inaktivni P, (Legris et
al., 2016). Napiiklad zvysenou toleranci k chladu vykazovaly PHYB mutanti ryze (Oryza
sativa L. cv. Nipponbare). Dikazem byl snizeny unik elektrolytu a niz$i koncentrace
malondialdehydu (MDA produkt peroxidace lipidi) nez tomu bylo u WT, coz naznacuje,
Ze integrita membran mutant byla vyssi a zaroveri lipidova peroxidace probihala v mensi
mife (He et al., 2016). Na druhou stranu jiné studie u Arabidopsis zaznamenaly presné
opacny jev (Jiang, 2020). Tolerance k chladu regulovand PHYB je zfejmé v interakci
s geny COR (cold-related genes). U Arabidopsis doslo k expresi COR genu aktivované
transkripnimi faktory CBFs (C-repeat binding factors) a DREBIs (drought response
element binding factor 1), které byly pii vystaveni chladu indukovany PHYB (Kim e al.,
2002; Junior et al., 2021). Reakce rostlin k chladu regulované PHYB vsak nejspiSe
zahrnuji dalsi molekularni mechanismy, vCetné zapojeni fytohormont jako napft. kyseliny
abscisové ¢i jasmonové (Wang et al., 2016). Nicméné fytochromy jsou zapojeny
i vregulaci pii stresu zpusobeném vysokou teplotou. U PHYB mutanta bylo po vystaveni
vysoké teploté zaznamenano vétSi prodlouzeni stonki nez u WT, rovnéz tento mutant
vykazoval niz§i pfitomnost MDA. (Gavassi et al., 2017). Roli v prodluzovani hypokotylu
Arabidopsis pti zvysené teploté hraji také PIFs, zejména PIF4 (Koini et al., 2009). Dal§im
dikazem pro roli PHYB pfi vysoké teploté byla studia, pii které bylo zjisténo, ze PHYB
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mutant Arabidopsis prokazoval vyssi zivotnost a dels§i postranni kofeny nez WT (Song et
al., 2017). Na rozdil od rostlin vystavenych chladu vykazovaly rostliny vystavené vy$sim
teplotam pokles nenasycenych mastnych kyselin, které jsou schopny zmirnit disledky
oxidativniho poSkozeni a zvysit toleranci k vys§im teplotam (Arico et al., 2019; Junior et

al., 2021).
Zasoleni

Kryptochromy hraji roli v reakci rostlin na zasoleni. Bylo pozorovano, ze transgenni linie
Arabidopsis, ktera nadmémé exprimuje TaCRYla a TaCRY2 (puvodem z Triticum
aestivum), je daleko citlivéj§i k zasoleni (NaCl o koncentraci 120 mmol-1") nez WT.
Zasoleni mélo negativni vliv i na kliceni WT, nicméné u transgenni linie byl tento efekt
horsi (Xu et al., 2009). Dalsim vyzkumem bylo zjisténo, ze u transgenni linie Arabidopsis,
ktera pfi zasoleni nadmérné exprimuje SbCRYIa gen (puvodem ze Sorghum bicolor), doslo
k modifikaci nékolika gent odpovidajicich na stresové podminky. AvSak mutant CRY]
Arabidopsis vykazoval pti zasoleni a pfitomnosti ABA lepsi klicivost a zivotnost nez WT,
coz naznacuje jeho vysSi toleranci k zasoleni. Na regulaci téchto mechanismt se
pravdépodobné podili HYS-ABIS regulon (long hypocotyl 5-ABA insensitive 5), ktery
spousti expresi transkriptd odpovidajici na stres a ABA. CRY1 se tedy podili na regulaci
stresu zasolenim pii zapojeni ABA signalnich drah (Xu et al., 2009; Sharma et al., 2013;
Zhou et al., 2018; D'Amico-Damiio et Carvalho, 2018).

Pti zasoleni dochazi u rostlin k produkci ROS. Rostliny se skodlivym ucinkiim ROS brani
syntézou tzv. ROS scavengers, které s ROS interaguji (Akyol et al., 2020). Podobné
antioxidacni vlastnosti vykazuji 1 dalsi slouCeniny vzniklé konverzi hemu katalyzovanou
hemoxidazou (HO). Jelikoz PCDI (phytochrome chromophore-deficient) mutant u Pisum
sativum vykazoval snizenou aktivitu HO, pfedpoklada se, ze HO je regulovana
fytochromy. Z téchto vysledkd vychazi dalsi predpoklad, ze fytochromy reguluji ROS
scavengers prostfednictvim aktivity HO (Weller et al., 1996; Mahawar et Shekhawat,
2017; Junior et al., 2021). Navic byla u Arabidopsis pozorovana vzajemna regulace mezi
fytochromy a HO, kdy HYI mutant (HO deficience) vykazoval uplnou necitlivost
k Cervenému ¢i dlouhovinnému cervenému svétlu (Terry er al., 2002). Signalizace
regulovana fytochromy muze rovnéz ovliviiovat transkripci proteind, které jsou znamy pro
svou roli v toleranci rostlin vii¢i zasoleni (Junior ef al., 2021). Napiiklad STO protein (salt
tolerance-related protein) podporuje u transgennich linii Arabidopsis, které pii zasoleni
tento protein nadmérné exprimuji, rust kofentd (Nagaoka er Takano, 2003). Rovnéz bylo
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zjisténo, ze PHYB potlacuji SPA1-COP1-PIF1 komplex, coz umozni transkripci STO

proteinu, ktery poté indukuje rist kotent pfi zasoleni (Junior et al., 2021).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Pro experimenty byla pouzita semena nasledujicich genotypti Arabidopsis thaliana:

o kontrolni genotyp Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. ekotyp Landsberg erecta (Ler)

o kontrolni genotyp Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. ekotyp Columbia (Col)

o recesivni mutant cryl/-1 odvozeny od ekotypu Landsberg erecta (Ler): mutace
v jednom genu (single gene mutant); mutace indukovana pomoci urychlenych
neutront; CS70 (Ahmad er Cashmore, 1993)

o recesivni mutant cry2-/ odvozeny od ekotypu Columbia (Col): mutace v jednom
genu (single gene mutant); mutace indukovana pomoci urychlenych neutronu;

N3732 (Koomnneef et al., 1980; Lin et al., 1996).

Semena mutantt cry byla objednana prostfednictvim TAIR (The Arabidopsis Information
Resource, http://www.arabidopsis.org) a laskavé poskytnuta ABRC (Arabidopsis
Biological Research Center, Ohio State University, USA; https://abrc.osu.edu/).

4.2 Pouzité chemikalie a roztoky

Pouzité chemikalie a roztoky
o 70% a 96% ethanol
o Deionizovana voda sterilni
o Fytoagar (Duchefa Biochemie, Nizozemsko, Cat. No. P1003.1000)
o Manitol
o MES pufr

o Murashige et Skoog médium (Duchefa Biochemie, Nizozemsko, Cat. No.

MO0221.0050)
o Roztok hydroxidu draselného (KOH) o koncentraci 1 mol-1"
o Roztok Savo (NaClO; 1,4 % aktivniho chloru)
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o Sachar6za

4.3 Seznam pouzitych pristroju a zarizeni

o

o

o

Analytické vahy
Autoklav
Chladnicka

Kultivaéni komora (Microclima 1000E, Snijders Scientific, Nizozemsko) s modrym
svétlem (zdroj modrého svétla: zativka Philips TLD-36W/18-Blue s maximalni

intenzitou osvétleni 10 umol m™s™ pii vinové délce 440 nm)

Kultivaéni  komora (Microclima 1000E, Snijders Scientific, Nizozemsko)
s Cervenym svétlem (zdroj Cerveného svétla: zarivka Philips TLD36W/15-Red

s maximalni intenzitou osvétleni pii 10 pmol m™s™ pii vinové délce 660 nm)
Laminarni box (Camfil MD14-2G101, Camfil s.r.0., CR)

Magneticka michacka

pH metr

Predvazky

4.4 Pouzité experimentalni postupy

Priprava média

Pro experiment bylo pouzito kultivaéni médium MS (Murashige et Skoog, 1962) bez nebo

s pfidavkem manitolu. Pro médium s obsahem manitolu byly vybrany koncentrace

200 mmol-1", 300 mmol-1" a 350 mmol-1". 1 1 zakladniho média bez manitolu byl

pfipraven nasledujicim zptsobem: Do 11 Erlenmeyerovy baiky bylo nalito 0,5 1

destilované vody, vlozeno michatko a barka byla umisténa na magnetickou michacku. Za

stalého michani bylo postupné pfidano 10 g sacharozy, 4,3 g MS média a 195,2 mg pufru

MES. Po rozpusténi vSech latek byl objem doplnén destilovanou vodou na 1 1. Pomoci

roztoku hydroxidu draselného (KOH) o koncentraci 1 mol'l" bylo upraveno pH média na

6,1 — do média byl roztok KOH ptidavan po kapkach pomoci plastové Pasteurovy pipety,

pH bylo méfeno pomoci pH metru. Do tifech 0,51 termolahvi se Sroubovacim uzavérem
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bylo pfidano 2,8 g agaru (pro 400 ml média) nebo 1,4 g agaru (pro 200 ml média) —
navazka agaru byla vypocitana tak, aby vysledna koncentrace agaru byla vzdy 0,7 %.
K agaru bylo pfilito médium o objemu 400 ml, 400 ml a 200 ml a roztok byl promichan.
Lahve byly tfadné popsany. Uzavér lahve byl obalen alobalem a opatfen paskou pro
indikaci sterilizace. Médium v lahvich bylo sterilizovano v parnim autoklavu a poté
uchovéavano v lednici. Obdobné bylo pfipraveno médium s pfidavkem manitolu o danych
koncentracich. Byla spocitdna navdzka manitolu (molarni hmotnost manitolu cini
182,172 g-mol™): pro piipravu 11 média o koncentraci 200 mmol-1" &inila navazka 36,44 g
manitolu, pro koncentraci 300 mmol-1" 54,66 g manitolu a pro koncentraci 350 mmol- 1"
63,77 g manitolu. Manitol byl pfidavan do média po pridavku pufru MES. Dale bylo

meédium zpracovavano stejné jako zakladni bez manitolu.
Stratifikace, sterilizace a vysev semen pro studium kli¢ivosti

Od mutantniho a kontrolniho genotypu Arabidopsis thaliana bylo do 1,5ml plastovych
mikrozkumavek typu Eppendorf navazeno vzdy 8 mg danych semen (8 mg odpovida
piiblizng 400 sementim). K sementm byl pfidan cca 1 ml deionizované vody. Radné
popsané mikrozkumavky byly vlozeny na 3 dny do chladni¢ky bez pfistupu svétla

(stratifikace).

Semena byla povrchové sterilizovana pifidanim ziedéného komeréniho roztoku Savo
(fedéni 0,31 Savo + 0,7 1 HyO; 1,4 % aktivniho chloru). Sterilizace probihala 25 az
30 minut za castého protfepavani mikrozkumavek. Po uplynuti doby sterilizace byl
v laminarnim boxu automatickou mikropipetou (rozsah 100-1000 pl) a sterilni plastové
Spicky roztok Sava odsat. Poté byla semena celkem Sestkrat proplachnuta sterilni
destilovanou vodou. Po poslednim proplachnuti byla voda ponechana v mikrozkumavce se

semeny.

Sterilni kultivaéni média o piislusné koncentraci manitolu (0, 200, 300 a 350 mmol-1")
byla rozehiata v mikrovinné troub€. V laminarnim boxu bylo pfipraveno 24 sterilnich
Petriho misek. Pomoci sterilni 50ml plastové zkumavky bylo do kazdé misky nalito 20 ml
kultivatniho média — pro médium o dané koncentraci manitolu bylo pfipraveno celkem
Sest misek. Po ztuhnuti média byla vyseta semena — tfi misky s médiem o stejné
koncentraci manitolu pro kazdy genotyp. Vysev byl proveden pomoci automatické
mikropipety s rozsahem 2-20 pl. Plastova Spicka byla skalpelem (sterilizovaném v 96%

ethanolu a ozehnutém nad plamenem lihového kahanu) sefiznuta do odpovidajiciho
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pruméru. Semena byla pravidelné vysévana na médium v mnozstvi pfiblizné 30 semen na
misku. Po vysevu byly misky dvakrat oblepeny paskou z netkané textilie (Softpore, CR)
atadné popsany (datum vysevu, genotyp, koncentrace manitolu v médiu a svételné

podminky kultivace).

Misky byly vertikalné umistény do kultivacni komory s modrym a cervenym svétlem.
Misky urCené pro kultivaci za tmy byly obaleny alobalem a umistény do spodni casti

kultivacni komory. Semena byla inkubovana pii teploté 23 °C po dobu 7 dni.
Stratifikace, sterilizace a vysev semen pro studium rustovych reakei

Od mutantniho a kontrolniho genotypu Arabidopsis thaliana bylo do 1,5 ml plastovych
mikrozkumavek typu Eppendorf navazeno vzdy 5 mg danych semen (5 mg odpovida

pfiblizné 250 semenim). Semena byla stratifikovana zptisobem popsanym vyse.
Semena byla povrchové sterilovana zptisobem popsanym vyse.

Vysterilizované zakladni kultivaéni médium bylo rozehfato v mikrovinné troubég.
V laminarnim boxu bylo pfipraveno 10 sterilnich Petriho misek. Pomoci sterilni 50ml
plastové zkumavky bylo do kazdé misky nalito 20 ml zakladniho kultivacniho média bez
manitolu. Po ztuhnuti média byla semena pravidelné vysévana na médium v mnozstvi
priblizn€ 50 semen na misku, pfi¢emz se pro kontrolni i mutantni genotyp jednalo vzdy o 5
misek. Po vysevu byly misky dvakrat oblepeny paskou z netkané textilie a fadné popsany
(datum vysevu, genotyp, koncentrace manitolu v médiu a svételné podminky kultivace).
Misky byly zabaleny alobalem a vertikalné umistény do spodni ¢asti kultivacni komory

s modrym svétlem. Semena byla inkubovana pfi teploté 23 °C po dobu 2—4 dni.

Pro ptenos vykli€enych semen byly pfipraveny Petriho misky s kultivaénim médiem
o prislusné koncentraci manitolu stejnym zpusobem popsanym vyse. Misky s vyklicenymi
semeny byly v laminarnim boxu otevieny pomoci sterilniho skalpelu. Samotny pfenos
vykliCenych semen na pfipravené misky se ztuhlym médiem byl proveden pomoci pinzety,
ktera byla sterilizovana v 96% ethanolu a ozehnuta nad plamenem lihového kahanu. Na
kazdou misku bylo preneseno 3-15 vykliCenych semen tak, aby v kazdé misce byla
rovnomérné zastoupena semena ruzného stupné vykliceni. Po prenosu vyklicenych semen
byly misky dvakrat oblepeny paskou z netkané textilie a fadné popsany (datum prenosu,

genotyp, koncentrace manitolu v médiu a svételné podminky kultivace).
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Misky s rostlinami byly umistény do kultiva¢nich komor s modrym a Cervenym svétlem
Misky se semeny urCenymi pro kultivaci ve tmé byly obaleny alobalem a umistény do

spodni ¢asti kultiva¢ni komory. Rostliny byly inkubovany pfi teploté 23 °C po dobu 7 dni.

4.5 Pouzité vyhodnocovaci postupy a zpracovani vysledku

4.5.1 Studium kli¢ivosti semen

Od trfettho dne po vysevu byl kazdy den zaznamenavan pocet vykliCenych semen
z celkového poctu zasetych semen pro kazdy genotyp, svételné podminky, koncentraci
manitolu a spocitdna procentualni kli¢ivost. Kli¢ivost byla zaznamenavana denné az do
sedmého dne vysevu vcetné. Experiment byl pro ziskani co nejpresnéjsich vysledkt
provadén vzdy ve tfech opakovanich, proto byla vysledna hodnota procenta vykliCenych
semen vzdy pramérem vSech nezavislych opakovani. Z téchto vysledki byla poté pomoci
Microsoft Excel stanovena smérodatna odchylka (funkce SMODCH.VYBER.), stfedni

chyba priméru a procento inhibice.

Vzorec pro vypocet procenta inhibice kli€ivosti:

a
% inhibice =

X 100 %

a ... pram&mé procento kliivosti pi koncentraci manitolu 0 mmol-1"

b ... primé&mé procento kliGivosti pii koncentraci manitolu 200, 300 nebo 350 mmol-1"

Na zaklade téchto vysledkl byly poté zpracovany grafy.

4.5.2 Studium rustovych reakcei

Sedmy den kultivace vykliCenych semen obou genotypt v danych podminkach (svételné
podminky a koncentrace manitolu) bylo provedeno méfeni délky kofene a hypokotylu
kazdé rostliny. Méfeni bylo provedeno na tmavém podkladu pomoci pravitka s presnosti
I mm. Vysledky byly zaznamenany do tabulek. Byl vypocitan primér nameéfenych délek
kotene a hypokotylu pro kazdy genotyp v zavislosti na danych podminkach. Experiment

byl pro ziskani co nejpiesnéjsich vysledk provadén vzdy ve tfech opakovanich, proto byla
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vysledna hodnota délek kofenu ¢i hypokotylt vzdy primérem vsech opakovani. Z téchto
vysledki byla poté pomoci Microsoft Excel stanovena smérodatna odchylka (funkce

SMODCH.VYBER.), stiedni chyba priiméru a procento inhibice.

Vzorec pro vypocet procenta inhibice rustu korene a hypokotylu:

c
% inhibice = X 100 %

c ... prumérna délka kofene ¢i hypokotylu pii koncentraci manitolu O mmol-1"

d ... prumérna délka kofene ¢i hypokotylu pifi koncentraci manitolu 200, 300 nebo

350 mmol-1"

Na zakladé téchto vysledku byly poté zpracovany grafy.
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5 VYSLEDKY

Pro stanoveni role receptort modrého svétla v citlivosti rostlin Arabidopsis k osmotickému
stresu byly pouzity mutantni rostliny cryl-1 a cry2-1. Jako kontrolni genotyp pro mutanta
cryl-1 byl pouzit ekotyp Landsberg erecta (Ler) rostliny Arabidopsis thaliana (L.) Heynh
a jako kontrolni genotyp pro mutanta cry2-1 ekotyp Columbia (Col) rostliny Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh.

Osmoticky stres byl indukovan pfidanim manitolu do kultivaéniho média, a to

v koncentracich 0, 200, 300 a 350 mmol 1.

Experimenty pro vSechny genotypy zahrnovaly studium citlivosti kli¢ivosti semen
k manitolu v zavislosti na svételnych podminkach (tma — D, modré svétlo — BL a Cervené
svétlo — RL) a studium ristovych reakci k manitolu v zavislosti na svételnych podminkach

(D, BLaRL).

Studium rastovych reakci zahrnovalo jak analyzu prodluzovani hypokotylu, tak analyzu

prodluzovani kotene. Tyto analyzy probihaly soub&ézné€ v ramci jednoho experimentu.

5.1 Studium kliéivosti semen

S5.1.1Mutant cryl-1

Z grafit (Obr. 6), ktery zobrazuje klicivost kontrolniho genotypu Ler v zavislosti na
koncentraci manitolu a svételnych podminkach, lze vyc€ist, ze pfi nulové koncentraci
manitolu dosahovala kli¢ivost semen po 7 dnech inkubace 57,7 % ve tmé (D), 60,0 % na
modrém svétle (BL) a 69,0 % na Cerveném svétle (RL). U mutanta cryl-1 1ze rovnéz pii
nulové koncentraci manitolu pozorovat nejvyssi kli¢ivost na RL (87,3 %), ve tmé byla

klicivost nizsi (84,0 %) a na BL byla nejnizsi (78,7 %).

Obecné lze fici, ze za vSech svételnych podminek a pfi vSech testovanych koncentracich
manitolu dosahovala semena mutanta cryl-1 vyssi klicivosti nez u kontrolniho genotypu
Ler. Vyjimkou byla klig¢ivost na BL pii koncentraci manitolu 350 mmol‘1”, kdy byly jeji
hodnoty u obou genotypt srovnatelné: klicivost Ler dosahovala 58,0 % a kliCovost cryl-1
59,0 %.
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Obr. 6: Grafy zavislosti kli¢ivosti semen rostliny Arabidopsis thaliana ekotypu Landsberg erecta (Ler;
A) a od néj odvozeného mutanta cryl-1 (B) na koncentraci manitolu v zavislosti na svételnych
podminkich (D, BL nebo RL). V grafech jsou vyneseny hodnoty prumérného kli¢eni semen v procentech
ziskané ze ti1 nezavislych experimentii + SE po 7 dnech kultivace semen.

Z grafu (Obr. 7) je patrné, ze svételné podminky siln€ ovliviiovaly toleranci obou genotypu
k zasoleni. Zatimco u semen genotypu Ler kultivovanych na BL a RL dochazelo prti
koncentraci manitolu 200 mmol-1" k piiblizné 5% inhibici kli¢ivosti (BL 4,4 %; RL
5,3 %), u semen kultivovanych ve tmé nastala mirna stimulace kli¢ivosti v porovnani se
semeny kultivovanymi pii nulové koncentraci manitolu. Rozdily v kliCovosti pfi
koncentraci manitolu 200 mmol‘1" Ize pozorovat i u mutanta cryl-I, kdy pfi kultivaci na
RL a D nastala 11,8% (RL) a 13,1% (D) inhibice, ale pii kultivaci na BL dochazelo
u semen k velmi mirné stimulaci kli¢ivosti v porovnani s kultivaci pfi nulové koncentraci

manitolu.
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Obr. 7: Graf zavislosti inhibice kli¢ivosti semen rostliny Arabidopsis thaliana ekotypu Landsberg erecta
(Ler) a od néj odvozeného mutanta cryl-1 na koncentraci manitolu v zavislosti na svételnych
podminkich (D, BL nebo RL). V grafu jsou vyneseny hodnoty primérné procentualni inhibice kliivosti
semen ziskané ze tii nezavislych experimentii + SE po 7 dnech kultivace semen.

Pii kultivaci na médiu s koncentraci manitolu 300 mmol‘1" dochazelo u semen genotypu
Ler k nejsilnéjsi inhibici kli¢ivosti ve tmé (24, 9 %). Naopak BL snizovalo citlivost semen
k zasoleni, inhibice dosahovala pouze 12,2 %. U mutanta cryl-1 1ze pozorovat jesté vetsi
rozdily souvisejici se svételnymi podminkami pfi stejné koncentraci manitolu. Nejsilng;si
inhibice kli¢ivosti semen nastala rovnéz pii kultivaci ve tmé (41,3 %), nicméné BL
vyrazné snizilo citlivost semen k zasoleni tak, ze inhibice dosahovala jen 6,8 %. U semen
kultivovanych na RL doslo k podobné mife inhibice kli¢ivosti u obou genotypu, a to

20,8 % (Ler) a 18,7 % (cryl-1).

U semen genotypu Ler kultivovanych na médiu s koncentraci manitolu 350 mmol-1"' byla
inhibice kli¢ivosti pfi RL i ve tmé& téméf shodna, piiblizné 40 % (RL 41,1 %; D 42,2 %)).
P11 této koncentraci manitolu BL silné€ snizilo citlivost semen k zasoleni, inhibice kli¢ivosti
byla v tomto ptipadé pouze 3,3 %. V pfipadé kultivace semen mutanta cry/-/ na médiu
s koncentraci manitolu 350 mmol-1" nastala nejvys§i inhibice kliGivosti semen ve tmé
(50,0 %). Inhibice kli¢ivosti semen na BL a RL se v obou piipadech pohybovala kolem
25 % (BL 25,0 %; RL 22,9 %).
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S5.1.2Mutant cry2-1

Na Obr. 8 je patrné, ze svételné podminky neovlivnily kli¢ivost semen genotypu Col pfi
nulové koncentraci manitolu, ve vSech pripadech se kli¢ivost pohybovala okolo 65 %
(D 67,3 %; BL 63,0 %; RL 62,7 %). Naopak u mutanta cry2-1 dosahovala kli¢ivost pfi
kultivaci bez pfitomnosti manitolu na BL 82,3 % a na RL 83,3 %, ale ve tmé& byla asi
0 10 % nizsi (73,0 %). U genotypu Col byla klicivost semen pii koncentraci manitolu
300 mmol‘1" kultivovanych na RL o 16 % nizi nez u semen kultivovanych na BL (RL
41,0 %; BL 57,0 %). Pii koncentraci manitolu 350 mmol-1" se rozdil v kli¢ivosti semen
kultivovanych na RL a BL snizil na 3.4 % (RL 45,3 %; BL 48,7 %). Klicivost semen
kontrolniho genotypu Col kultivovanych ve tmé byla u vSech testovanych koncentraci
manitolu (200, 300, 350 mmol-1") zna&né nizsi nez u BL a RL. Se zvysujici se koncentraci
manitolu se kli¢ivost semen cry2-1 kultivovanych na BL a RL téméf shodné snizovala az
na priblizn€ 60 % pti 350 mmol 1! (BL 57,7 %; RL 60,3 %). Kli¢ivost semen mutanta se
ve tmé& zaGala prudce snizovat ze 75,0 % pii koncentraci manitolu 200 mmol-1" aZ na

25,7 % pii koncentraci manitolu 350 mmol-1",

Col (A) cry2-1 (B)
100 + 100 +
80 +
g 2
o —.—D o —.—D
> 401 >
2 ——{| 2 -0
4 4
20 + — R —.— R
0 t f +— 0 } } i
0 200 300 350 0 200 300 350
koncentrace manitolu [mmol-I-1] koncentrace manitolu [mmol-I-1]

Obr. 8: Grafy zavislosti kliCivosti semen rostliny Arabidopsis thaliana ekotypu Columbia (Col; A) a od
néj odvozeného mutanta cry2-1 (B) na koncentraci manitolu v zivislosti na svételnych podminkich (D,
BL nebo RL). V grafech jsou vyneseny hodnoty primérné kli¢ivosti semen v procentech ziskané ze tii
nezavislych experimenti + SE po 7 dnech kultivace semen.

Z grafu na Obr. 9 je patrné, e pii koncentraci manitolu 200 mmol‘1" doslo k silné inhibici
kli¢ivosti pouze u semen genotypu Col kultivovanych ve tmé (inhibice 37,1 %). Pfi stejné

koncentraci manitolu byla v ostatnich pfipadech u obou genotypt za vSech svételnych
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podminek inhibice kli¢ivosti maximalné do 8 %. S rostouci koncentraci manitolu mira
inhibice kli¢ivosti u obou genotyptu vzrastala. Vliv svételnych podminek na citlivost
k zasoleni se pii koncentraci manitolu 300 mmol-1" ve viech piipadech lisil, a to i mezi
obéma genotypy Col acry2-1I. Pii této koncentraci byla nejvys§i mira inhibice
zaznamenana stale u semen Col kultivovanych ve tmé (52,5 %), nasledovana mirou
inhibice kli¢ivosti rovnéz u semen Col, kultivovanych na RL (34,6 %). V piipadé semen
kultivovanych ve tmé dosahovala mira inhibice kli¢ivosti u cry2-1 pouhych 24, 7 %. Na
BL vykazoval vyssi citlivost k zasoleni mutant cry2-1 (inhibice 20,2 %), u semen Col byla
mira inhibice nizsi (9,5 %). Naopak na RL vykazovala vyssi citlivost k zasoleni semena
Col (inhibice 34,6 %), usemen cry2-1 inhibice dosahovala 19,6 %. Pii koncentraci
manitolu 350 mmol-1" se mira inhibice pfi srovnani obou genotypl vice vyrovnala.
Inhibice klicivosti semen cry2-1 kultivovanych ve tme dosahovala 64,8 %, kdezto u semen
Col to bylo 55,0 %. V ptipadé semen kultivovanych na BL byla inhibice semen cry2-1
a Col podobna, a to 22,8 a 30,0 %. Semena obou genotypl kultivovanych na RL

vykazovala podobnou miru inhibice kli¢ivosti, a to necelych 28 %.
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Obr. 9: Graf zavislosti inhibice kli¢ivosti semen rostliny Arabidopsis thaliana ekotypu Columbia (Col)
a od né€j odvozeného mutanta cry2-1 na koncentraci manitolu v zivislosti na svételnych podminkich
(D, BL nebo RL). V grafu jsou vyneseny hodnoty primérmé procentudlni inhibice kli¢ivosti semen ziskané

ze ti1 nezavislych experimenti = SE po 7 dnech kultivace semen.
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5.2 Studium rastovych reakei

5.2.1Elongace hypokotylu

5.2.1.1 Mutant cryl-1

Na Obr. 10 lze vidét inhibi¢ni G€inek RL a BL na prodluzovani hypokotylu rostlin
genotypu Ler pifi nulové koncentraci manitolu. Hypokotyly rostlin, které rostly ve tmé,
dosahovaly primeérné délky 18,0 mm. U rostlin rostoucich na RL mély hypokotyly délku
prumérné 15,5 mm a u BL primémeé 9,2 mm. U mutanta cryl-1 byl rovné€z pozorovatelny
inhibi¢ni uc¢inek RL a BL pfi nulové koncentraci manitolu. Nicméné v tomto piipadé BL
a RL inhibovaly prodluzovani hypokotylu stejnou mirou. Hypokotyly rostlin rostoucich na
BL primérné méfily 11,6 mm a na RL 11,8 mm. Rostliny rostouci ve tmé mély potom

hypokotyly dlouhé primérné 15,2 mm.
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Obr. 10: Grafy zavislosti délky hypokotylu rostliny Arabidopsis thaliana ekotypu Landsberg erecta
(Ler; A) a od néj odvozeného mutanta cryl-1 (B) na koncentraci manitolu v zavislosti na svételnych
podminkich (D, BL nebo RL). V grafech jsou vyneseny hodnoty primérné délky hypokotylu ziskané ze tii

nezavislych experimenti + SE po 7 dnech kultivace.

Na Obr. 11 lze vidét, ze pii koncentraci 200 mmol-1"" manitolu v médiu byl inhibi&ni
ucinek BL 1 RL na prodluzovani hypokotylu u rostlin Ler téméft stejny (inhibice 48,4 %
uBL a 51,1 % u RL). Pfi této koncentraci 1ze naopak u mutanta cryl-I pozorovat silngjsi
inhibi¢ni tcinek RL (inhibice 57,8 %) v porovnani s BL (inhibice 45,7 %). Pii koncentraci

manitolu 300 mmol-1" se inhibi&ni u¢inek RL na prodluzovani hypokotylu Ler (inhibice

31



74,2 %) oproti BL (inhibice 62,1 %) zvysil. U mutanta cryl-1 byly pii stejné koncentraci
manitolu inhibi¢ni u€inky BL a RL velmi podobné (inhibice 74,1 % u BL a 77,1 % u RL).
Pii nejvys§i testované koncentraci manitolu v médiu (350 mmol-1") byly inhibiéni uginky
BL a RL u obou genotypt téméf stejné (inhibice okolo 75 %) s vyjimkou ucinku BL na
prodluzovani hypokotylu rostlin Ler, kdy inhibice dosahla pouze 66,4 %. U rostlin
rostoucich ve tmé byla u obou genotypu inhibice prodluzovani mirn€ nizsi nez u BL ¢i RL
pii dané koncentraci. Pii vyssich koncentracich manitolu v médiu (300 a 350 mmol‘17) lze
pozorovat na BL rozli¢ny G€inek manitolu na prodluzovani hypokotylu Ler a cryl-1, kdy
k vy$si inhibici doSlo u mutanta cryl-I. Tento rozdil ¢inil 12,0 % u koncentrace

300 mmol-1" a 8,2 % u koncentrace 350 mmol-17.

Ler, cryl-1

100
90
80

LerD

70
6 = =

= Mcryl-1D
5 I =

Ler BL
4 er
3 25 Hcryl-1 BL
2 Ler RL
1 Mcryl-1RL
200 300

350

H

inhibice elongace hypokotylu [ %]
o O O O o o

o

koncentrace manitolu [mmol-|1]

Obr. 11: Graf zivislosti inhibice elongace hypokotylu rostliny Arabidopsis thaliana ekotypu Landsberg
erecta (Ler) a od néj odvozeného mutanta cryl-1 na koncentraci manitolu v zavislosti na svételnych
podminkich (D, BL nebo RL). V grafu jsou vyneseny hodnoty prumérné procentualni inhibice elongace
hypokotylu ziskané ze tii nezavislych experimentii = SE po dnech kultivace.

5.2.1.2 Mutant cry2-1

Grafy na Obr. 11 ukazuji, ze vlivem BL a RL dochéazelo k inhibici prodluzovani
hypokotylu, a to jak u rostlin genotypu Col, tak u mutanta cry2-1. Pii nulové koncentraci
manitolu v médiu byla primérna délka hypokotylu rostlin Col rostoucich ve tmé 19,3 mm,
na RL 16,1 mm a na BL pouze 6,8 mm. Podobny trend lze pozorovat i u mutanta cry2-1,
kdy délka hypokotylu rostlin rostoucich ve tmé dosahovala 19,2 mm, na RL 16,6 mm a na

BL 7,8 mm.
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Obr. 12: Grafy zavislosti délky hypokotylu rostliny Arabidopsis thaliana ekotypu Columbia (Col; A)
aod né€j odvozeného mutanta cry2-1 (B) na koncentraci manitolu v zavislosti na svételnych
podminkich (D, BL nebo RL). V grafech jsou vyneseny hodnoty priimérné délky hypokotylu ziskané ze tii

nezavislych experimenti + SE po 7 dnech kultivace.

Na Obr. 13 Ize vidét, ze k nejvyssi inhibici elongace hypokotylu dochazelo pii vSech
testovanych koncentraci manitolu v médiu (200, 300 a 350 mmol-1") u obou genotypti (Col
acry2-1) pusobenim RL. Mutantni rostliny cry2-1 vykazovaly za vSech podminek
(koncentrace manitolu 1 svételné podminky) podobnou citlivost k zasoleni jako rostliny
kontrolniho genotypu Col. Nicméné u cry2-1 byla mira inhibice vzdy mirné vyssi.
Nejvyraznéjsi rozdil v citlivosti k zasoleni bylo mozné pozorovat pfi kultivaci rostlin na
BL pii koncentraci manitolu 350 mm01~1'1, kdy u rostlin Col dochazelo k 60,1% inhibici

a u rostlin cry2-1 k inhibici vyssi, a to 70,9%.
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Obr. 13: Graf zdvislosti inhibice elongace hypokotylu rostliny Arabidopsis thaliana ekotypu Columbia
(Col) a od néj odvozeného mutanta cry2-1 na koncentraci manitolu v zavislosti na svételnych
podminkich (D, BL nebo RL). V grafu jsou vyneseny hodnoty prumérné procentudlni inhibice

prodluzovani hypokotylu ziskané ze tii nezavislych experimentti + SE po 7 dnech kultivace.

5.2.2Elongace korene

5.2.2.1 Mutant cryl-1

Na Obr. 14 l1ze vidét, ze pii nulové koncentraci manitolu v médiu BL silné stimulovalo rtst
korene rostlin Ler. Za ptusobeni BL dosahovaly kofeny primérné délky 27,9 mm, ale pfi
RL a D pouze okolo 15,5 mm. S nardstajici koncentraci manitolu se délka kofend Ler
rostoucich na BL prudce sniZovala aZ na hodnotu 8,3 mm pii koncentraci 350 mmol-1".
U rostlin Ler rostoucich na RL a D se délka kofene se zvySujici se koncentraci manitolu
zkracovala jen mirn&. Pii koncentraci manitolu 350 mmol-1" byla délka kotend rostlin Ler
rostoucich ve tmé€ 85 mm a na RL 11,1. Pfi nulové koncentraci manitolu v médiu
dosahovaly kofeny mutanta cryl-I maximalni primérné délky pii vystaveni BL, a to
17,9 mm. O néco kratsi byly kofeny rostlin rostoucich na RL a ve tmé, primérna délka
byla shodné 15,3 mm. Se zvySujici se koncentraci manitolu se délka kofenut rostlin cryl-1
kultivovanych ve tmé& a na BL pozvolna snizovala. Pfi 350 mmol-1" dosahly kofeny
prumérné délky 8,3 mm (D) a 10, 2 mm (BL). Naopak délka kofena rostlin rostoucich na
RL se pii koncentraci manitolu 200 mmol-1" zvysila na 16,5 mm a teprve poté zadala

s rostouci koncentraci manitolu klesat na hodnotu 12,8 mm pii 350 mmol-1™".
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Obr. 14: Grafy zavislosti délky korene rostliny Arabidopsis thaliana ekotypu Landsberg erecta (Ler; A)
aod né€j odvozeného mutanta cryl-1 (B) na koncentraci manitolu v zavislosti na svételnych
podminkich (D, BL nebo RL). V grafech jsou vyneseny hodnoty prumérné délky koifene ziskané ze tii

nezavislych experimenti + SE po 7 dnech kultivace.

Z grafu na Obr. 15 lze vycist, ze inhibice elongace kofene obou genotypt (Ler i cryl-1I)
zavisela na svételnych podminkach. Zatimco se inhibice kofeni Ler pii koncentraci
manitolu 200 mmol1"' pohybovala v piipadé D a BL lehce pies 30 % (D 32,7 %, BL
31,7 %), na RL dosahovala pouze 18,3 %. Podobny trend byl i u mutanta cryl-1, kdy byla
pii stejné koncentraci manitolu inhibice prodluzovani kotene 11,3 % u D a 10,2 % u BL,
ale v pfipadé RL bylo prodluzovani kofene naopak stimulovano. Pfi zvySeni koncentrace
manitolu byla rovnéz nejnizsi inhibice pozorovana u rostlin kultivovanych na RL. Pfi
koncentraci 300 mmol-1" dosahovala inhibice u BL 56,7 % (Ler) a 24,3 % (cryl-1) au RL
jen 22,4 % (Ler) a 12,9 % (cryl-1). Pii koncentraci 350 mmol-1" dosahovala inhibice
elongace kotfene u BL 70,4 % (Ler) a 43,3 % (cryl-1) au RL pouze 28,4 % (Ler) a 16,4 %
(cryl-1). Pti srovnani obou genotypu lze fici, Ze mutant cryl-1 byl pfi ptisobeni BL znacné
méné citlivy ke stresu zasolenim nez Ler. Pfi pusobeni RL byl rozdil v citlivosti k zasoleni

mezi obéma genotypy pii vyssich koncentracich manitolu mensi.
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Obr. 15: Graf zavislosti inhibice elongace korene rostliny Arabidopsis thaliana ekotypu Landsberg
erecta (Ler) a od néj odvozeného mutanta cryl-1 na koncentraci manitolu v zavislosti na svételnych
podminkich (D, BL nebo RL). V grafu jsou vyneseny hodnoty prumérné procentualni inhibice elongace
kotene ziskané ze tii nezavislych experimentii = SE po 7 dnech kultivace.

5.2.2.2 Mutant cry2-1

Z Obr. 16 je patrné, ze BL 1 RL pfiznivé ovliviiuyji prodluzovani kofene kontrolniho
genotypu Col i mutanta cry2-1 v porovnani s kultivaci ve tmé. Délka kotene Col
dosahovala pfii nulové koncentraci manitolu u BL 24,9 mm, u RL 23,5 a ve tm¢ 15,0 mm.
Pii nejvyssi koncentraci manitolu (350 mmol1" ) priméma délka kofene klesla na
10,0 mm u BL, 11,7 mm u RL a 11,9 mm u D. Priméma délka kofene mutanta cry2-1 pfi
nulové koncentraci manitolu dosahovala na BL 21,7 mm, u RL 22,9 mm a u rostlin
rostoucich ve tmé& 16,7 mm. Pii koncentraci 350 mmol-1" se primé&ma délka kofene

mutanta snizila na 10,4 mm u BL, 11,0 mm u RL a 8,1 mm u D.
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Obr. 16: Grafy zavislosti délky kofene rostliny Arabidopsis thaliana ekotypu Columbia (Col; A) a od
néj odvozeného mutanta cry2-1(B) na koncentraci manitolu v zavislosti na svételnych podminkach (D,
BL nebo RL). V grafech jsou vyneseny hodnoty primérné délky kofene ziskané ze tii nezavislych

experimentli = SE po 7 dnech kultivace.

Z grafu na Obr. 17 je zfejmé, ze se svetelné podminky podileji na mife inhibice
prodluzovani kofene vlivem manitolu, a to jak u kontrolniho genotypu Col, tak u mutanta
cry2-1. Pii koncentraci manitolu 200 mmol-1" dosahovala inhibice prodluZovani kofene
Col na BL 12,5 % a na RL jen 4,4 %, ve tmé k inhibici ristu kofenem manitolem
nedochazelo. U mutanta cry2-1 pfi této koncentraci manitolu dochazelo k nejvyssi inhibici
pii D (25,0 %) a RL (25,9 %), niZ3i inhibice nastala u BL (20,3 %). Inhibice se u obou
genotypt pii koncentraci 300 mmol‘1" zvysila. U Col na BL na 39,3 %, ve D na 27,3 %
ana RL na 25,0 %. U mutanta cry2-1 na 41,2 % u D, 34,5 % u BL a 38,5 % u RL. Pii
nejvyssi testované koncentraci manitolu (350 mmol-1™") inhibice prodluzovani kofene Col
dosahovala pfti kultivaci rostlin ve tmé 20,7 %, u BL 59,7 % a u RL 50,4 %. U mutanta
cry2-1 byla inhibice za vSech svételnych podminek (D, BL, RL) vyrovnana, dosahovala
kolem 52 %.
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Obr. 17: Graf zavislosti inhibice elongace korene rostliny Arabidopsis thaliana ekotypu Columbia (Col)
a od né€j odvozeného mutanta cry2-1 na koncentraci manitolu v zivislosti na svételnych podminkich
(D, BL nebo RL). V grafu jsou vyneseny hodnoty primérné procentualni inhibice elongace kofene ziskané

ze ti1 nezavislych experimentii + SE po 7 dnech kultivace.
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6 DISKUZE

Tato bakalai'ska prace se v experimentalni ¢asti zabyvala tlohou receptord modrého svétla,
CRY1 a CRY2, v citlivosti rostliny Arabidopsis k osmotickému stresu. Pro experimenty
byly zvoleny mutantni rostliny cryl-1 a cry2-1. Osmoticky stres byl v experimentech
indukovany manitolem, a to v koncentraci 200, 300 a 350 mmol-1"'. Experimenty probihaly

za tfech riznych svételnych podminek: tma, modré svétlo a Cervené svétlo.

Jiz v diivéjSich studiich byla vyslovena hypotéza, ze nadmérna exprese CRY snizuje
schopnost rostlin tolerovat osmoticky stres. Bylo pozorovano, ze rostliny transgenni linie
Arabidospis, které nadmérné exprimuji geny TaCRYIa aTaCRY2, vykazovaly ve
vegetativni fazi niz§i kli¢ivost semen, hor§i otevirdni kotyledonu a snizenou toleranci

k ABA a osmotickému stresu nez WT (Xu et al., 2009).

Experimenty v ramci této prace, které se zabyvaly kli¢ivosti semen kontrolniho genotypu
Ler v zavislosti na koncentraci manitolu v kultivaénim médiu a svételnych podminkach
(modré svétlo, Cervené svétlo a tma) ukazaly, ze ve tmé byla inhibice kli¢ivosti vlivem
manitolu vys$§i nez na modrém svétle. Toto lze pozorovat predevS§im pii koncentraci
manitolu 350 mmol-1", kdy byla inhibice kli¢ivosti semen ve tmé 42,2 % a na modrém
svétle 3,3 %. Tyto vysledky ukazuji, ze modré svétlo snizuje citlivost kli¢ivosti Ler
k vy§§im koncentracim manitolu. Na cerveném svétle byla inhibice kliivosti semen Ler
podobna jako ve tmé€, coz znamend, ze Cervené svétlo nema stejny ucinek jako svétlo

modré.

Z experimentu zabyvajicich se kliivosti semen mutanta cryl-1 je ziejmé, ze modré svétlo
snizovalo u¢inek manitolu pii koncentraci 200 a 300 mmol-1"". U koncentrace 350 mmol-1"
bylo toto snizeni vyrazné¢ mensi nez u Ler, ve tmé byla inhibice klicivosti 50,0 % a na
modrém svétle 25,0 %. Tyto vysledky tedy naznacuji, ze modré svétlo snizuje citlivost
klicivosti semen Arabidopsis k manitolu prostfednictvim fotoreceptoru CRY'1. Tento zavér
je ve shodé stim, ze u mutanta cryl-I lze pozorovat na modrém svétle vyssi citlivost
k manitolu o koncentraci 350 mmol-1". Vyrazny rozdil v inhibici kli¢ivosti semen mezi
genotypy Ler a cryl-1 nastal i ve tm& pii koncentraci manitolu 200 a 300 mmol-1™", kdy
mutant cryl-1 vykazoval zvySenou citlivost k manitolu. To naznacuje, ze ve tmé CRY1

snizuje citlivost k osmotickému stresu.
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Vysledkem studia klic¢ivosti semen kontrolniho genotypu Col bylo zjisténi, ze modré
i cervené svétlo snizovalo citlivost semen k manitolu u vSech koncentraci. Pfi porovnani
téchto vysledkad s vysledky experimentd s mutantem cry2-1 bylo zjisténo, Ze toto snizeni
citlivosti k manitolu je na modrém 1 ¢erveném svétle vyrazné mensi nez u Col. Tim padem
je pravdépodobné, ze modré svétlo snizuje citlivost semen Arabidopsis k manitolu
i prostfednictvim fotoreceptoru CRY2. Piestoze by se dle téchto vysledki mohlo zdat, ze
by tato hypotéza mohla platit i o svétlu Cerveném, nelze ji brat do uvahy, jelikoz CRY2
Cervené svétlo nevnima. Vzhledem k tomu, ze signalni drahy modrého a Cerveného svétla
spolu interaguji, je zfejmé, ze BL signalizace ma vliv na RL signalizaci. Z toho vyplyva, ze
snizeni citlivosti semen k manitolu vlivem Cerveného svétla je zpisobeno nepiimo

prostfednictvim svétla modrého.

Je znamo, ze se modré svétlo podili na inhibici prodluzovani hypokotylu v procesu
fotomorfogeneze (Folta et Spalding, 2001). Tuto skutecnost bylo mozné ovéfit kultivaci
rostlin Ler (WT) na meédiu snulovou koncentraci manitolu, kdy hypokotyly rostlin
rostoucich na modrém svétle dosahovaly zna¢né mensi délky nez rostliny rostouci ve tmé
ana cCerveném svétle za stejnych podminek. Naopak u rostlin mutanta cryl-1
kultivovanych na médiu bez manitolu dosahovala délka hypokotylu pfiblizné stejné délky
jak u modrého svétla, tak u svétla Cerveného. Jiz diivéjsi studie prokazala vliv CRY1 na
inhibici prodluzovani hypokotylu tim, ze mutant cryl rostliny Arabidopsis vykazoval
prodlouzeny hypokotyl pii ozafeni modrym svétlem (Ahmad et Cashmore, 1993).
Vysledky experimentu tedy potvrzuji, ze se CRY1 podili na inhibici prodluzovani

hypokotylu.

U rostlin Col kultivovanych pfi nulové koncentraci manitolu rovnéz nastala nejvyssi mira
inhibice prodluzovani hypokotylu na modrém svétle. Mutant cry2-1 ale na rozdil od
mutanta cryl-1 vykazoval podobny trend inhibice prodluzovani hypokotylu jako Col. Tyto
vysledky naznacuji, ze se CRY2 nepodili na inhibici prodluzovani hypokotylu pfi
fotomorfogenezi, anebo jen minimaln€. To prokazuje i dfivejsi studie, kdy bylo zjiSténo, ze
mutace v CRY2 nema zjevny vliv na prodluzovani hypokotylu pfi ozafeni modrym svétlem
o vySs$i intenzité a zaroven hypokotyl dvojitého mutanta crylcry2 byl pfi ozafeni modrym

svétlem mirné delsi nez hypokotyl mutanta cryl (Mockler et al., 1999).

Experimenty zabyvajici se rastovymi reakcemi kontrolniho genotypu Ler a mutanta cryl-1

pii vystaveni osmotickému stresu ukazaly, ze v inhibici prodluzovani hypokotylu nebyl
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mezi obéma genotypy zadny signifikantni rozdil. Hypokotyl mutanta cryl-1 tak vykazoval
stejnou citlivost k manitolu jako Ler, a to za vSech svételnych podminek. Tyto vysledky
tak naznacuji, ze se fotoreceptor CRY1, bez ohledu na svételné podminky, nepodili na
regulaci citlivosti hypokotylu rostliny Arabidopsis k osmotickému stresu. Jediné, co lze
pozorovat je, Zze na Cerveném svétle byly hypokotyly obou genotypu citlivéjsi k manitolu

nez ve tme.

Studium rustu kofene rostliny Ler bez ptitomnosti manitolu ukazalo, Ze modré svétlo silné
stimulovalo rast kofene (délka kofene ve tmé byla 15,6 mm a na modrém svétle 27,9 mm).
Prakticky zadna stimulace modrym svétlem ovSem nenastala u mutanta cryl-1, délka jeho
kofene byla ve tmé 15,3 mm a na modrém svétle 17,9 mm. Tyto vysledky ukazuji, ze
prodluzovani kotfene vlivem modrého svétla je zprostredkovano fotoreceptorem CRY1. Ke

stejnému zaveéru dospéla i dfivéjsi studie (Canamero et al., 2006).

Inhibice prodluzovani kofene mutanta cry/-1 pfi vystaveni osmotickému stresu
indukovaného manitolem byla na rozdil od inhibice prodluzovani hypokotylu témer za
vSech podminek (svételné podminky i1 koncentrace manitolu) niz§i nez Ler. Jedinou
vyjimkou byla inhibice prodluzovani kotfene rostlin kultivovanych ve tmé pfi koncentraci
manitolu 350 mmol‘1", kdy byla u obou genotypt téméf shodna. Tyto vysledky mohou
naznaCovat, ze se funkéni CRY1 v pfipadé rustu kofene podili na snizovani tolerance
rostlin k osmotickému stresu, ato predev§im vlivem modrého svétla. Drivéjsi studie
zabyvajici se inhibici rastu kofene ukazala, ze transgenni linie rostliny Brassica napus,
kterda nadmémneé exprimovala CRY1 (BnCRYI-OE) byla nachylnéjsi k osmotickému stresu
indukovanému manitolem nez WT, a zaroven rostliny transgenni linie BnCRYI antisense

(ASCRYTI) byly k osmotickému stresu relativné necitlivé (Sharma et al., 2013).

Experimenty zabyvajici se prodluzovanim hypokotylu kontrolniho genotypu Col a mutanta
cry2-1 pti kultivaci rostlin v prostfedi bez manitolu ukazaly, ze ve tmé byla délka
hypokotylu obou genotypi prakticky shodna, 19,3 mm u Col a 19,2 mm u cry2-1. Na
modrém svétle byly tyto délky rovnéz témér stejné (vzhledem k SE), 6,8 mm u Col
a7,8 mm u cry2-1. To znamena, ze mutace v CRY2 nezpusobuje zménu prodluzovani
hypokotylu na modrém svétle, a tim padem neni fotoreceptor CRY2 zapojen

v prodluzovani hypokotylu.

Rozdily v inhibici prodluzovani hypokotylu byly pfi porovnani Col a mutanta cry2-1

relativné malé, ucinek manitolu na rast hypokotylu byl u obou genotypt podobny za vSech
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sveételnych podminek. Proto na zakladé téchto experimentd vyplyva, ze CRY2 neni
zapojen Vv toleranci hypokotylu rostliny Arabidopsis k manitolu. Zaroven ale bylo zji§téno,

ze Cervené svétlo zvySuje citlivost hypokotylu k manitolu, a to podobné u Col i cry2-1.

Studium prodluzovani kotrene kontrolniho genotypu Col a mutanta cry2-1 bez pfitomnosti
manitolu ukéazalo, ze prakticky neni rozdil ve vlivu modrého i1 Cerveného svétla na délku
kofene obou genotypu. Modré i Cervené svétlo stimulovalo rust kofene podobné u Col
icry2-1. Z téchto vysledkt plyne, Ze stimulace rustu kofene vlivem modrého i cerveného

svétla se déje prostfednictvim jiného fotoreceptoru nez CRY2.

Inhibice prodluzovani kofene mutanta cry2-1 1 kontrolniho genotypu Col zavisela jak na
koncentraci manitolu, tak na svételnych podminkach. Inhibice rostlin kultivovanych ve tmé
byla pfi vSech testovanych koncentracich manitolu vyrazné¢ vys$si u cry2-1. Podobny
vysledek byl 1 u rostlin kultivovanych na ¢erveném svétle pii nizsich koncentraci manitolu,
nicméné pii koncentraci manitolu 350 mmol-1™' byla inhibice u mutanta i Col srovnatelna.
To naznacuje, ze CRY2 se pozitivné podili na toleranci rostliny vii¢i osmotickému stresu
(tedy zvySuje toleranci) jak ve tmé, tak pfi ozafeni Cervenym svétlem. Vysledky pak
naznacuji, ze pfedev§im ve tm¢, ale i na Cerveném svétle, nikoliv vSak na svétle modrém,

funkéni CRY2 zvysuje toleranci kotene k osmotickému stresu.

Z vysledkt vyplyva, ze se kryptochrom CRY1 i kryptochrom CRY2 zapojuji v reakci
rostlin Arabidopsis na osmoticky stres. Zapojeni obou kryptochroma se vSak lisi
v zavislosti na svételnych podminkach a u jednotlivych rostlinnych organt. Rovnéz se lisi
zpusob zapojeni kryptochromd, v nékterych piipadech dany CRY snizuje citlivost rostliny
k osmotickému stresu, jinak naopak snizuje toleranci a v neékterych ptipadech se dokonce

na regulaci nepodili.

Tato prace se nezabyvala mechanismem puisobeni kryptochromi pfi regulaci osmotického
stresu, nicméné zjinych studii je ziejmé, Ze se na této regulaci podili mnoho dalSich
faktort. Jelikoz osmoticky stres Gizce souvisi s dal§imi stresy, a to se stresem z nedostatku
vody a se stresem zasolenim, je pravdépodobné, ze pravé mechanismy zapojené v regulaci
odpoveédi rostliny na tyto stresy hraji roli 1 pfi zvladani osmotického stresu. Diivé}si studie
naznacCily, ze se kryptochromy podileji na zvladani stresu z nedostatku vody tim, Zze
interaguji s proteinem COPI1, ktery zabraruje otevirani stomat. V disledku zavfeni stomat
se snizi ztrata vody prostfednictvim transpirace (Mao et al., 2005). Dalsi moznosti je

interakce s rostlinnymi hormony, jako je napfiklad kyselina abscisova (Xu et al., 2009).
42



7 ZAVER

Bakalaiska prace se zabyvala ulohou receptori modrého svétla v citlivosti rostlin
Arabidopsis k osmotickému stresu. Teoreticka Cast se vénovala kliCeni semen, abiotickému
stresu, vlivu sv€tla na vyvoj rostlin, svételnym signalnim draham a roli fotoreceptora

v reakcich rostlin na abioticky stres.

V experimentalni Casti prace byly provedeny experimenty zkoumajici vliv kryptochromu
CRY1 a CRY2 na kliceni a ristové reakce rostliny Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. pfi
vystaveni rostlin osmotickému stresu indukovaného manitolem o koncentraci 0, 200, 300
a 350 mmol-1" v zavislosti na svételnych podminkach (modré svétlo, Gervené svétlo
a tma). Pro experimenty byly pouzity fotomorfogenni mutanti cry/-1 odvozené od ekotypu

Landsberg erecta (Ler) a cry2-1 odvozené od ekotypu Columbia (Col).

Z vysledki experimentt vyplyva, ze oba kryptochromy, CRY1 i CRY2, jsou zapojeny
v reakcich rostlin Arabidopsis na osmoticky stres indukovany manitolem. Jejich tloha se
ovSem lisi jak u jednotlivych rostlinnych organti, tak za rozli¢nych svételnych podminek.
V ptipadé kliceni semen modré svétlo, a v pifipadé CRY1 i tma, snizuje citlivost rostliny
Arabidopsis k osmotickému stresu prostfednictvim CRY1 1 CRY2. Na druhou stranu se ani
jeden z kryptochromi (CRY1, CRY2) nepodili na regulaci tolerance hypokotylu rostliny
Arabidopsis k osmotickému stresu. V pfipadé tolerance kotene rostliny Arabidopsis
k osmotickému stresu bylo zjisténo, ze zatimco fotoreceptor CRY1 snizuje tuto toleranci,

fotoreceptor CRY2 ji naopak zvysuje, ale pouze ve tmé a na Cerveném svétle.
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